(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLlfcE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 
EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 

(19) Organisation Mondiale de la Propri6t6 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication Internationale 
31 Janvier 2002 (31.01.2002) 




(10) Num^rode publication Internationale 

PCT wo 02/08295 Al 



(51) Cla&sificatioa iatematioDale des brevets^ : 

C08B37/10,A6lK31/727 

(21) Num^ro de la demande intemationale : 

PCT/FROl/02332 

(22) Dateded^patintemational: ISjuillet 2001 (18.07.2001) 



(25) Langue de d^pdt : 

(26) Langue de publication : 



fian^ais 
fraufais 



(30) Donn^ relatives k la priority : 

^^(^572 2 1 juillet 2000 (2 1 .07.2000) FR 

(71) Wposant : AVENTIS PHARMA S.A. [FRTFR]; 20 Av- 
; enue Raymond Aran, F-92160 ANTONY (FR). 

I (72) Inveoteurs: DIAZ, Jacques; 24 bis rue des Parclaiiii, 
; F-94 1 70 LB PBRREUX-SUR-MARNE (FR). PECQUET, 
i Christelle; 18 rue Lavoisier, F-93130 NOISY LE SEC 
; (1^). PERRIN, Elisabeth; 23 rue Poitevin F-27000 

EVRHUX (FR). VISKOV, Christian; 3 rue du Beam 

F-91 130 RIS ORANGIS (FR). 

(74) Mandataire : ROUSSEAU, Pierrick; AVENTIS 
PHARMA S.A., Direction Brevets, 20 Avenue Raymond 
Aron, F-92165 ANTONY CEDEX (FR). 



(81) Etats dfeiga^i (national) : AE, AG, AL, AM, AT AU AZ. 
BA, BB. BG, BR, BY. BZ. CA, CH, CN, CO, CR, Cu' CZ 
DE, DK, DM, DZ, EC, EH, ES, Fl, GB, GO, GE, GH, Gm' 

HR, HU. ID, IL, IN, IS, JP, KB. KG, KP. KR, KZ, LC, LK,' 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN. MW MX 
MZ. NO. NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI SK, Sll 
TJ, TM, TR, IT, TZ., UA. UG, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Etats dfaignfe (regional) : brevet ARIPO (Gil, GM KE, 
LS, MW. MZ. SD, SL, SZ TZ, UG, ZW), brevet euiisien 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet curopcen 
(AT, BE, CH. CY, DE, DK, ES, H, FR, GB, GR, IE, IT, LU 
MC, NL, PT, SE, TR), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG CI 
CM, GA, GN, GQ, GW, Ml., MR, NE, SN, TD, TG). ' 

Public : 

avec rapport de recherche iniemationale 
— avant I 'expiration du delaiprevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si des modifications soni 
re<^s 

En ce qui conceme les codes a deux lettr^s et autrts abrevia- 
tions, se riferer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abr^iations" figurant au debut de cheque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



O Saw"tr„g Z""" """^ poly^cchari* ™x.un:s, U,dr pn=p^o„ cchcd and ph™tica. co.- 

o 



wo 02/08295 



1 



PCT/FROl/02332 



MELANGES DE POLYSACCHARIDES DERIVES D'HEPAEJNE, LEUR 
PREPARATION ET LES COMPOSmONS PHARMACBUTTQUES LES 

CONTENANT 

La presente invention conceme des melanges de polysaccharides derives d'heparine, 
5 leur proc^6 de preparation et les compositions phannaceutiques les contenant. 

LTi^parine est un naelange de mucopolysaccharides sulfet6s d'origine animale, utilisee 
notamment pour ses proprietes anticoagulantes et antithrombotiques. 

L'heparine presente cependant des inconvenients qui limitent les conditions de son 
utilisation. En particulier, son activite anticoagulante (activity anti-IIa) importante 
1 0 pent occasionner des hemorragies. 

Des heparines de has pbids moleculaire obtenues par depolym6risation basique 
d'esters d'heparine ont et^ propos6es (EP40144); cependant ces produits ont encore 
une activite anti-Ha importante. 

L'invention est relative a des melanges de polysaccharides derives d'heparine 
15 possedant une activite plus selective vis-a-vis du facteur X active (facteur Xa) et du 
facteur n active (facteur Ha) que l'heparine. 

La presente invention a plus particulierement pour objet les melanges de 
polysaccharides sulfates possedant la stracture generate des polysaccharides 
constitutife de l'heparine etpresentant les caract^stiques suivantes : 

20 - ils ont un poids mol&ulaire moyen de 1500 a 3000 daltons, une activite anti-Xa de 
100 a 150 Ul/mg, une activite anti-IIa de 0 a 10 Ul/mg et im rapport activite anti- 
Xa/acti vite anti-Eta superieur a 1 0, 

- les polysaccharides constitutifs des melanges contiennent 2 a 26 motife 
saccharidiques et ont un motif acide glucuronique-4,5 insature 2-0-sul&te k I'une de 
25 leurs extremites, 

sous forme d'un sel de metal alcalin ou alcalinoterreux. 

Comme sel de metal alcalin ou alcalinoterreux, sont pr6f6res les sels de sodium, 
potassimn, calcium et magnesium. 
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Le poids mol^culaire moyen est determine par chromatographie liquide haute 
pression en utilisant deux colonnes en serie par exemple celles commercialism sous 
le nom de TSK G3000 XL et TSK G2000 XL. La detection est r6alis6e par 
r^fractom6trie. L'61uant utilise est du nitrate de lithium et le d6bit est de 0,6 ml/min. 
5 Le systeme est calibn^ avec des standards prepares par ftactionnement de 
renox^arine (AVENTIS) par chromatographie sur gel d'agarose-polyacrylamide 
(JBV). Cette preparation est realisee selon la technique d6crite par BarrowclifEe et 
coll., Thromb. Res., 12, 27-36 (1977-78) ou D.A. Lane et coll., Thromb. Res., 12, 
257-271 (1977-78). Les resultats sont calcules a I'aide du logiciel GPC6 (Pericin 
10 Ehner). 

L'activit6 anti-Xa est mesuree par la methode amidolytique sur un substrat 
chromog&iique d6crite par Teien et coll., Thromb. Res., 10, 399-410 (1977), avec 
comme 6talon le premier 6talon international des heparines de has poids mol&ulaire. 

L'activite anti-IIa est mesur6e par la technique d6crite par Anderson L.O. et coll., 
15 Thromb, Res., 15, 53 1-541 (1979), avec comme etalon le premier etalon intemational 
des heparines de has poids moleculaire. 

De pr6f6rence, les melanges tels que decrits plus haut presentent une activity anti Xa 
comprise entre 125 et 150 Ul/mg. 

Tout particuli&^ment les melanges tels que decrits plus haut presentent une activite 
20 anti Xa comprise entre 140 et 150 Ul/mg et ont un poids mol6culaire moyen compris 
entre 2000 et 3000 dalton 

De preference, les melanges selon Tinvention ont une activity anti-IIa de 0 ^ 5 Ul/mg. 

Encore plus preferentieUement, les melanges presentent un rapport activite anti- 
Xa/activite anti-IIa sup^rieur k 25. 

25 Les melanges d'oligosaccharides selon Tinvention peuvent etre prepares par 
d^olymerisation d'un sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de I'heparine 
en miheu organique, au moyen d'une base organique forte de pka superieur h 20 ou 
d*imidazolate de sodium, transformation du sel d'anunonium quatemaire de Tester 
benzylique de Theparine depolym6risee en sel de sodium, s^onification de Tester et 

30 eventuellement purification. 
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Le sel d'aimnonium quatemaire de Tester benzylique de rheparine est de preference le 
sel de benzethonium, de cetylpyridinium ou de cetyltrim^thylammonium. 

La depolymerisation s'effectue g^n^ralement au sein d'un solvant organique inerte tel 
qu'un solvant chlore (dichlorom^thane par exemple), le t^trahydrofurane, I'anisole, a 
5 ime temperature de -20°C a 40°C. 

Comme base organique forte de pka sup^rieur a 20, on pent utiliser le 1,5,7- 
triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene, la 2-tert-butylimino-2-diethylamino-l,3- 

dimethylperliydro-l,3,2-dia2aphosphorine, les bases de la femille de la guanidine et 
des phosphazenes, 

10 1^ bases de la famille des guanidiaes sont de preference celles de formule : 



dans laquelle Ri est hydrogene ou alkyle, R2, R3, R4 et R5 identiques ou differents 
representent chacun un radical alkyle. 

Plus particuli^ment, Ri est hydrogene et R2, R3, R4 et R5 sont des radicaux methyle. 

15 Les bases organiques fortes ^parent^es a la famille des phosphazenes sont definies 
par exemple selon R . Schwesinger et coll., Angew. Chem. Int Ed . Engl. 26, 1167- 
1 169 (1 987), R . Schwesinger et coll., Angew. Chem. 105, 1420 (1993). 

Panni les bases de la famille des phosphazenes on utiUse, de preference, celles de 
formule : 



R1 



N 




R4 



R3 



R3 



20 




dans laquelle les radicaux Rj a R7 sont identiques ou differents et representent des 
radicaux alkyle. 
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Dans les formules precedentes, les radicaux alkyle contiennent 1^6 atomes de 
carbone en chame droite ou ramifiee. 

Avantageusement, le rapport en mole base organique forte de pka superieur h 20 ou 
imidazolate de sodimn/sel d'ammonimn quatemaire de Tester benzylique de ITi^parine 
5 est compris entre 0,2 et 5 et, de preference, entre 1 et 4. 

Plus particulierement, le taux d'esterification du sel d'ammonium quatemaire de Tester 
benzylique de ITi^parine est compris entre 50 et 100% et, de pr6ference, entre 70 et 
90%. Ce taux d'est6ification conrespond au pourcentage molaire d'esterification des 
acides uroniques de Theparine. 

10 La transformation du sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de l*h6parine 
depolymerisee en sel de sodium est effectuee, generalement, par traitement du milieu 
reactionnel avec xme solution alcoolique d'ac^tate de sodium et, de preference, avec 
ime solution a 10% d'acetate de sodium dans le m6thanol (poids/volume), a une 
temperature comprise entre 15 et 25°C. L'equivalent en poids d'ac6tate ajout^ est 

15 pr6ferentiellement 3 fois superieur k la masse de sel d'ammonium quatemaire de 
Tester benzylique de lli^parine engage dans la reaction de depolymerisation. 

La saponification s'effectue gen6ralement au moyen d'un hydroxyde de metal alcaliu 
tel que la sonde, la potasse, Thydroxyde de lithium, en milieu aqueux, a une 
temperature comprise entre 0 et 20**C et, e pr6f6rence, entre 0 et 10°C. On utilisera de 
20 fagon g6nerale de 1 ^ 5 equivalents molaires d'hydroxyde de m^tal alcalin. De 
pr6f6rence, la saponification sera realisee en presence de 2 a 3 equivalents molaires 
d'hydroxyde de metal alcalin. 

Le pToduit final pent eventuellement etre puiifie par toute methode connue de 
purification des hdparines d^polymdrisees et notamment selon la methode decrite 
25 dans le brevet EP 0037319. De preference, on purifie au moyen de peroxyde 
dliydrogdne, en milieu aqueux, a une temperature de 10 a 50°C. De preference, cette 
operation sera realis6e entre 20 et 40°C. 

Le sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de Theparine peut §tre prepare 
selon le schema reactionnel suivant : 

30 a) transformation de Theparine sous forme de sel de sodium au moyen du chlorure de 
benzedionium pour obtenir I'heparinate de benzethonium. 
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b) esterification du sel de beiiz6thoniiim obtenu prec6deminent au moyen du chlonire 
de benzyle et traitement par une solution alcoolique d'acetate de sodium pour obtenir 
le sel de sodium de Tester benzylique de l'h6parine, 

c) transalification du sel de sodixan de Tester benzylique de Theparine en sel 
5 d'ammonium quatemaire et, de preference en sel de benz6thonium, de 

cetylpyridinium ou de c^tyltrim6thylamnionium. 

La reaction de T^tape a) est realis^e en milieu aqueiuc, par action du chlonire de 
benz^thonium en exc6s, sur Theparine sous forme de sel de sodium, k une temperature 
voisine de 15 a 25°C, De mani^e avantageuse, le rapport molaire chlonire de 
10 benzethonium/heparine sous forme de sel de sodium est compris entre 2 et 3 et plus 
particulierement 2,5, 

LTieparine sous forme de sel de sodium de depart utilisee est de preference une 
heparine de pore. Celle-ci pent etre prealablement purifiee pour diminuer son taux de 
dermatane sulfete selon le procede decrit dans le brevet FR2663639. 

15 L'esterification de Tetape b) s'effectue de preference au sein d*un solvant organique 
chlore (chloroforme, chlonire de methylene par exemple), h une temperature comprise 
entre 25 et 45°C et, de preference entre 30 et 40°C. L'ester sous forme de sel de 
sodium est ensuite recup6r6 par pr6cipitation au moyen d'acetate de sodium a 10% en 
poids/volume dans un alcool tel que le methanol. On emploie g&ieralement 1 ^ 1,2 

20 volume d'alcool par volume de milieu reactionnel. La quantite de chlonire de benzyle 
et le temps de reaction sont adaptes pour obtenir un taux d'esterification compris entre 
50 et 100% et, de preference, entre 70 et 90%. De fegon pr6ferentielle, on utilise 0,5 
a 1,5 partie en poids du chlorure de benzyle pour 1 partie en poids du sel de 
benz6thonium de I'heparine. De meme, de fa^on preferentielle, le temps de reaction 

25 sera compris entre 10 et 35 heures. 

La transahfication de Tet^e c) s'effectue au moyen d'un chlorure d'ammonium 
quatemaire et, de preference, au moyen de chlorure de benzethonium, de chlorure de 
cetylpyridinium ou de chlorure de cetyltrimethylammonium, en milieu aqueux, a xme 
temperature comprise entre 10 et 25^*0. De maniere avantageuse, le rapport en mole 
30 chlorure d'ammonium quatemaire/sel de sodium de Tester benzylique de I'heparine est 
compris entre 2 et 3. 
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Les melanges selon rinvention soiis forme de sel de sodium, peuvent etre transfomi^s 
en un autre sel d'un metal alcalin ou alcalinoterreux. On passe eventuellement d'un 
sel a I'autre en utilisant la methode decrite dans le brevet US4168377. 

Les melanges selon Pinvention ne sont pas toxiques et peuvent ainsi etre utilises 
5 comme medicaments. 

Les melanges de la pr^sente invention peuvent etre utilises comme agents 
antilhrombotiques. En particulier, ils sont utiles pour la prevention des thromboses 
veineuses, des accidents thrombotiques arteriels, notamment dans le cas d'infarctus du 
myocarde. lis sont 6galement utiles dans la prevention et le traitement de la 
10 proliferation des cellules mxisculaires lisses, rangiog^ndse, et comme agent 
neuroprotecteurs de I'atheroscldrose et de rarteriosclerose. 

La presente invention conceme egalement les compositions phannaceutiques 
contenant coname principe actif un melange de polysaccharides selon Vinvention 
Eventuellement en association avec un ou plusieurs excipients inertes. 

15 Les compositions phannaceutiques sont par exemple des solutions injectables par 
voie sous-cutan6e ou intraveineuse. EUes sont egalement utiles par voie pulmonaire 
(inhalation). 

La posologie peut varier en fonction de I'age, du poids et de I'etat de sante du patient 
Pour un adulte, elle est en general comprise enire 20 et 100 mg par jour par voie 
20 intramusculaire ou sous-cutanee. 

Les exemples smvants illustrent Vinvention. 

EXEMPLE A : PREPARATION DU SEL DE BENZETHONIUM DE L-ESTER 
BENZYLIQUE DE LIIEPARINE 

Heparinate de benz6thonium 

25 A une solution de 10 g d'heparine sous forme de sel de sodium dans 100 ml d'eau a 
une temperature voisine de 20**C, on ajoute une solution de 25 g de chlorure de 
benzethonium dans 125 ml d'eau. Le produit est filtr6, lave k I'eau et seche. 

Ester benzylique d'heparine (sel de sodium) 
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A xme solution de 20 g d*h6parinate de benzethonium dans 80 ml de chlorure de 
m^thyl^ne, on ajoute 16 ml de chlorure de benzyle. La solution est chauffee a une 
temperature de 30°C pendant 12 heures. On ajoute alors 108 ml d'une solution a 10% 
d'acetate de sodium dans le methanol, filtre, lave au methanol et sdche. On obtient 
5 ainsi 7,6 g d'ester benzylique dlieparine sous forme de sel de sodixmi dont le taux 
d'esterification est de 77%. 

Ester benzylique dlieparine (sel de benzethonium) 

Dans un erienmeyer A de 2 litres, on introduit 36 g (0,0549 mole) d'ester benzylique 
dTbt^parine (sel de sodium) et 540 ml d'eau distilI6e. Apr^s homogeneisation a une 

10 temperature d'environ 20°C, on obtient une solution jaune pale. Sous agitation 
magnetique, on prepare dans un erienmeyer B de 1 litre, une solution de 64,45 g 
(0,1438 mole) de chlorure de benzethonium et de 450 ml d'eau. La solution de 
Terlenmeyer B est coulee en environ 35 minutes dans la solution de I'emenmeyer A 
soils agitation. On observe la formation d'un precipite blanc abondant L'erlenmeyer B 

15 est rinc6 avec 200 ml d'eau distiU6e et I'eau de lavage est introduite dans l'erlenmeyer 
A. L'agjtation est alors arret6e et on laisse deposer la suspension pendant 12 heures. 
La partie limpide du sumageant est pr61evee et 6cartee. Sur le precipite sedimente 
(aspect de bouillie), on ajoute 560 ml d'eau et on agite pendant 20 minutes. On laisse 
re-sedimenter le pr6cipit6 en 30 minutes environ. Le sumageant est pr61eve et ecarte 

20 (560 ml). Sur le precipite sediment6, on renouvelle deux fois cette operation de lavage 
par environ 560 ml d'eau distillee. Dans la demidre operation de lavage, on laisse le 
precipite en suspension et on l^tre sur Verre Fritte 3. Le g^eau est ensuite lave par 4 
fois 200 ml d'eau distill6e. Le solide blanc humide est essore puis sech^ sous pression 
reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60**C. Apres 12 heures de s6chage, on 

25 obtient 87,5 g d'ester benzyUque dlieparine, sel de benzethonium. Le rendement 
obtenu est de 94,9%. 

EXEMPLEl 

Depolymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans un erienmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
30 agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique d'heparine (taux 
d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme decrit dans I'exemple A, 
Apres dissolution complete, on ajoute 1,32 g (0,00948 mole) de 1,5,7- 
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triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene. On agite a une temperature voisine de 20°C, pendant 
3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prepare k 4°C dans un erlenmeyer B, 
une solution de 12 g d'acetate de sodium dans 120 ml de methanol. Sous agitation 
magnetique, le melange reactionnel de Ferlenmeyer A est coule dans la solution 
5 methanolique d'acetate de sodium. Un precipit^ jaune gelatineux quasi-translucide 
apparmt L'agitation est alors airetee et on laisse decanter la suspension pendant une 
heure. La partie limpide du sumageant est pr61ev6e et 6cartee (62 ml). Sur le precipite 
s6diment6 (aspect de bouillie jaune), on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 
20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant 

10 est preieve et 6cart6 (49 ml). Sur le precipite sediment^, on ajoute 50 ml de methanol 
et on agite pendant 20 minutes. Le pr^ipite en suspension est ensuite filtr6 sur Verre 
Fritte 4. Le gateau jaune d'or obtenu est ensuite lav6 par 2 fois 25 ml de methanol. Le 
solide humide est essore puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), k une temp&ature 
voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 1,21 g dTidparine 

15 depolymerisee (ester de ben2yle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 77,2%. 

Saponification : 

Dans un erlenmeyer de 25 ml, on introduit 1,21 g (0,0018 mole) de rh6parine 
d6polym6ris6e (ester de benzyle, sel de sodium) obtenue precedemment et 11 ml 
d'eau. Sous agitation magnetique, on introduit 0,18 ml (0,0018 mole) de lessive de 

20 sonde a 30%. Apres addition, le melange est refiroidi a 4°C et agit^ pendant 2 heures. 
On ajoute 1,43 g de NaCl et on neutralise la solution par ajout dHCl k 1 mole/1 
(14 ml). Le melange est transvas6 dans un erlenmeyer de 100 ml et 52 ml de methanol 
sont ajoutes. On observe la formation dhm precipite jaune. L'agitation est alors airetee 
et on laisse sedimenter la suspension pendant 12 heures a une temperature voisine de 

25 20**C. Le sumageant est ensuite pr^leve puis ecarte (44 ml). Sur le precipite sedimente 
(aspect de bouiUie jaune), on ajoute 25 ml de methanol et on agite pendant 
20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant 
est preieve et ecarte (21 ml). Sur le precipite sediment^, on ajoute 25 ml de methanol 
et on agite pendant 20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtr6 sur Verre 

30 Fritt6 3. Le gateau jaune clair obtenu est ensuite lave par 2 fois 10 ml de methanol. Le 
solide humide est essor6 puis s6che sous pression reduite (2,7 ItPa), a une temperature 
voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 0,66 g d'heparine 
depolymerisee brute (sel de sodium). Le rendement obtenu est de 60%. 
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Purification : 

Dans un erlenmeyer de 10 ml, on introdmt 0,66 g d'heparine d6polymerisee brute 
obtenue pr&;edeinment et 5,9 ml d'eau distillee. Le melange est port6 k 40**C sous 
agitation magnetique. Par addition de soude a 0,1 moleA, on porte le pH entre 9 et 10 
5 et on ajoute 33 microlitres d'une solution aqueuse de peroxyde d'hydrogene a 30%. 
Apres environ 2 heures d'agitation, on ajoute 0,65 g de chlorure de sodium. Le 
melange est ensuite neutralise par ajout dUCl a 0,1 moleA. La solution est ensuite 
filtr^e et tranvasee dans un erlenmeyer de 25 ml. On coule 23,3 ml de methanol. On 
observe la formation d'un precipite blanc. L'agitation est alors arretee et on laisse 

10 sedimenter la suspension pendant 12 heures k une temperature voisine de 20°C. Le 
sumageant est ensuite prelev6 puis 6cart6 (5 ml). Sur le pr&ipite sedimente (aspect de 
bouillie), on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re- 
sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant est pr61ev6 et 6carte (5 ml). 
Sur le precipite sedimente, on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 

15 20 minutes. Le pr6cipite en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 3. Le gateau 
blanc obtenu est ensuite lav6 par 2 fois 5 ml de methanol. Le solide humide est essore 
puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), k une temperature voisine de 60^*0. Apres 
12 heures de sechage, on obtient 0,51 g d'un melange purifie de polysaccharides (sel 
de sodium). Le rendement obtenu est de 77,2%. 

20 Les caracteristiques de ce melange sont les suivantes : 

Poids moldculaire moyen : 1600 daltons 

Activite anti-Xa : 94 Ul/mg 

Activite anti-IIa : < 0,1 Ul/mg 

Rapport activit6 anti-Xa/activite anti-Ua : > 100 
25 EXEMPLE2 

Depolymerisation et transformation en sel de sodimn : 

Dans un erlenmeyer A de 100 ml, on introduit 70 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 10 g (0,00595 mole) d'ester benzylique d'heparine 
(taux d'esterijacation : 77%, sel de ben2;6thonium) obtenu comme decrit dans 
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I'exemple A. Apres dissolution complete, on ajoute 1,7 ml (0,00587 mole) de 2-tert- 
butylimmo-2-diethylamino-l,3Kiimethyl-perhydro-l,3,2-dia2aphosphorine. A une 
temperature voisine de 20°C, on laisse la reaction se poursuivre pendant environ 
3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prepare k 4°C dans un erlenmeyer B, 
5 une solution de 30 g d'acetate de sodium dans 300 ml de methanol Sous agitation 
magnetique, le melange reactionnel de I'erlenmeyer A est coul6 dans la solution 
methanolique d'acetate de sodium. Un .precipite jaune gelatineux quasi-translucide 
apparait L'agitation est alors arretee et on laisse decanter la suspension pendant une 
heure. La partie limpide du sumageant est pr61ev6e et 6cartee (204 ml). Sur le 

10 precipit6 s6dimente (aspect de bouiUie jaune), on ajoute 125 ml de methanol et on 
agite pendant 20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le 
sumageant est pr61ev6 et 6cait6 (162 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 125 ml 
de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le precipite gelatineux en suspension est 
ensuite filtr^ sur Verre Fritte 3. Le gateau gelatineux ja\me obtenu est ensuite lave par 

15 2 portions de 63 ml de methanol. Le solide gelatineux est essor^ puis sech.6 sous 
pression reduite (2,7 kPa), h une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de 
sechage, on obtient 3,34 g dlieparine d6polym6ris6e (ester de benzyle, sel de sodium), 
Le rendement obtenu est de 85,3%. 

S^nification : 

20 On s^onifie 1,67 g dlieparine depolymerisee (ester de ben2yle, sel de sodium) 
precedemment obtenue selon le proced6 de saponification decrit dans I'exemple 1. On 
obtient 0,94 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en heparine depolymerisee 
brute (sel de sodiimi) est de 61%. 

Purification : 

25 On purifie 0,94 g d'heparine d^lym^risee brute (sel de sodium) precedemment 
obtenue selon le precede de purification decrit dans I'exemple 1. On obtient 0,71 g 
d'une poudre blanche. Le rendement est de 75,5%. 

Le melange purifi6 de polysaccharides (sel de sodium) obtenu pr6sente les 
caracteristiques suivantes : 

30 Poids moleculaire moyen : 2500 Daltons 



Activite anti-Xa : 146,6 Ul/mg 
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Activite anti-na : 2,15 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activit6 anti-IIa : 68 

EXEMPLE3 

D^polymerisation et transformation en sel de sodium : 

5 Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichlorom^thane. Sous 
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique dlieparine (taux 
d'esterification : 77%, sel de benz^ttionium) obtenu selon I'exemple A. Apres 
dissolution complete et refroidissement k 2**C, on ajoute 0,333 g (0,00239 mole) de 
l,5,7-tria2abicyclo[4.4.0]dec-5-ene. A ime temperature voisine de 20°C, on laisse la 

10 reaction se poursuivre pendant environ 3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on 
prepare k 4°C dans un erlenmeyer B, ime solution de 12 g d'acetate de sodium dans 
120 ml de methanol. Sous agitation magnetique, le melange reactionnel de 
rerlenmeyer A est coul6 dans la solution methanolique d'acetate de sodium. Un 
precipite jaune q)par^t. L'agitation est alors arretee et on laisse d6canter la 

15 suspension pendant une heure. La partie limpide du sumageant est prelevte et 6cart6e 
(90 ml). Sur le precipit6 sediment^ (aspect de bonillie jaune), on ajoute 50 ml de 
methanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 
30 minutes environ. Le sumageant est pr^leve et ecarte (61 ml). Sur le pr6cipit6 
s6dimente, on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le precipite 

20 en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 4. Le gateau obtenu est ensuite lave 
par 2 fois 25 ml de methanol. Le soUde humide est essor6 puis s6ch6 sous pression 
r^duite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60*^0. Apr^ 12 heures de sechage, on 
obtient 1,19 g dlieparine d6polymerisee (ester de benzyle, sel de sodium). Le solide 
est jaune intense. Le rendement obtenu est de 75,9%. 

25 S^onification : 

On saponifie 1>19 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodimn) 
prec^demment obtenue selon le precede de s^onilBcation decrit dans Texemple 1. On 
obtient 0,78 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en h6parine d6polymerisee 
brute (sel de sodium) est de 71,5%. 

30 
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Purification : 

On purifie 0,78 g dTieparine depolym6ris6e brute (sel de sodium) precedemment 
obtenue selon la m^thode de purification d6crite dans Texemple 1. On obtient 0,58 g 
d'une poudre blanche. Le rendement est de 72,5%. 

5 Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caracteristiques suivantes : 

Poids moleculaire moyen : 2700 Daltons 

Activite anti-Xa : 100,1 Ul/mg 

Activite anti-Ha : 3,3 Ul/mg 

10 Rapport activite anti-Xa/activite anti-Ha : 27,3 

EXEMPLE4 

Depolymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique de ITieparine 

15 (taux d'est6rification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme decrit dans 
I'exemple A. Apres dissolution complete et a 2°C, on ajoute 0,6 ml (0,00222 mole) de 
2-t^-butylimino-tris(dimethylamino)phosphorane. A une temperature voisine de 
0°C, on laisse la reaction se poursuivre pendant environ 3 heures et 30 minutes. 
Pendant ce temps, on prepare k 4°C dans un erlenmeyer B, une solution de 12 g 

20 d'acetate de sodium dans 120 ml de m6thanol. Sous agitation magnetique, le melange 
reactionnel de rerlenmeyer A est coul6 dans la solution mdthanolique d'acetate de 
sodium, Un precipite jaime g^latineux quasi-translucide apparait. L'agitation est alors 
arr6t6e et on laisse decanter la suspension pendant une heure. La partie limpide du 
sumageant est prelevee et ecartee (108 ml), Sur le precipite s6diment6 (aspect de 

25 bouillie jaunatre), on ajoute 50 ml de methanol et on agile pendant 20 minutes. On 
laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant est pr61ev6 et 
ecarte (60 ml). Sur le prdcipite sediment^, on ajoute 50 ml de methanol et on agite 
pendant 20 minutes. Le precipitd blanc jaunStre en suspension est ensuite filtre sur 
Verre Fritt^ 4. Le gSteau obtenu est ensuite lave par 2 fois 25 ml de methanol. Le 



wo 02/08295 



13 



PCT/FROl/02332 



solide est essore puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), k une temperature voisine 
de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 1,22 g d*heparme d6polym6risee 
(ester de benzyle, sel de sodiijm). Le rendement obtenu est de 77,8 %. 

Saponification : 

5 On sqwnifie 1,22 g dli^parine d6polym6ris6e (ester de benzyle, sel de sodium) 
precedemment obtenue selon le protocole de s^onification decrit dans Texemple 1. 
On obtient 0,69 g d'une poudre jaune tr^s clair. Le rendement en heparine 
depolymerisee brute (sel de sodium) est de 61 ,6%. 

Purification : 

10 On purifie 0,69 g d'hdparine depolymerisee brute (sel de sodium) pr6cedemment 
obtenue selon le protocole de purification decrit dans I'exemple L On obtient 0,67 g 
d'une poudre blanche. Le rendement est de 97,1%. 

Le melange purifi6 de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caract6ristiques suivantes : 

15 Poids moieculaire moyen : 2900 Daltons 

Activit6 anti-Xa : 145,2 Ul/mg 

Activity anti-Ua : 4,5 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activite anti-IIa : 32,6 

EXEMPLE 5 

20 Depolym6risation et transformation en sel de sodium : 

Dans un ballon A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous agitation, on 
charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'heparinate de benzyle (taux d'est^rification : 
77%, sel de benz6thonium). Apres dissolution complete et a 40°C, on ajoute 0,95 g 
(0,00949 mole) d'imidazolate de sodium. Au reflux du dichloromethane, on laisse la 
25 reaction se poursuivre pendant environ 4 heures. Pendant ce temps, on prepare a 4°C 
dans un erlenmeyer B, une solution de 12 g d'acetate de sodium dans 120 ml de 
methanol. Sous agitation magnetique, le melange reactionnel de I'eriemneyer A est 
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coule dans la solution methanolique d'acetate de sodium. Un pr6cipit6 jaune 
g^Iatineux quasi-translucide apparait. L'agitation est alors arrStee et on laisse decanter 
la suspension pendant une heure. La partie limpide du sumageant orange est pr^levee 
et 6cart6e (88 ml). Sur le pr6cipit6 s6diment6 (aspect de bouillie orange), on ajoute 
5 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-s^imenter le 
precipit6 30 minutes environ. Le sumageant est preleve et ecart6 (51 ml). Sur le 
precipite sedimente, on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le 
precipite orange en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 4. Le gateau obtenu 
est ensuite lave par 2 fois 25 ml de methanol. Le solide est essore puis seche sous 
10 pression r&hute (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de 
s^chage, on obtient 1,34 g dli^arine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium). 
Le rendement obtenu est de 76,6%. 

Saponification : 

On s^onifie 1,2 g dlieparine d6polym6risee (ester de benzyle, sel de sodium) 
15 pr6cedemment obtenue selon le protocole de s^onijRcation d6crit dans I'exemple 1. 
On obtient 0,63 g d'une poudre beige. Le rendement en heparine depolym6ris6e brute 
(sel de sodium) est de 52,5%. 

Purification : 

On purifie 0,63 g d'heparine depolymerisee brute (sel de sodium) pr^cMemment 
20 obtenue selon la methode de purification decrite dans I'exemple 1. On obtient 0,42 g 
' d'une poudre blanc beige, Le rendement est de 66,7%. 

Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caracteristiques suivantes : 

Poids moleculaire moyen : 2250 Daltons 

25 Activity anti-Xa : 134,5 Ul/mg 

Activite anti-Da : 1,5 Ul/mg 

Report activite anti-Xa/activit6 anti-Ua : 90,5 
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EXEMPLE6 

D6polym6risation et transfonnation en sel de sodium : 

Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique dlieparine (taux 
5 d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme d6crit dans Texemple A. 
Apres dissolution complete, on ajoute 1,33 g (0,00956 mole) de 1,5,7- 
tria2abicyclo[4.4.0]dec-5ene. On agite aune temperature voisine de 20°C, pendant 3 
heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prepare h 4°C dans un erlenmeyer B, une 
solution de 12 g d'ac^tate de sodium dans 120 ml de mdthanol. Sous agitation 

10 magndtique, le melange reactionnel de I'erlenmeyer A est coule dans la solution 
methanolique d'acetate de sodium, Un precipite jaune g61atineux quasi-translucide 
apparait. L'agitation est alors arretde et on laisse decanter la suspension pendant ime 
heure. La partie limpide du sumageant est prelev^ et ecart^e (56 ml). Sur le precipite 
sediment6 (aspect de bouillie jaune), on ajoute 60 ml de methanol et on agite pendant 

15 20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant 
est preleve et ecarte (70 ml). Sur le pr6cipit6 sedimente, on ajoute 50 ml de methanol 
et on agite pendant 15 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtr6 sur Verre 
Fritt6 4. Le gateau jaune d'or obtenu est ensuite lave par 2 fois 50 ml de methanol. Le 
solide humide est essor6 puis s6che sous pression r^duite (2,7 kPa), a une temperature 

20 voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 0,92 g dlieparine 
d6polym6risee (ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 64 %. 

Saponification : 

Dans un erlenmeyer de 25 ml, on introduit 0,92 g (0,0014 mole) de llieparine 
depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) obtenue precedemment et 17,5 ml 

25 d'eau. Sous .agitation magnetique, on introduit 0,38 ml (0,00379 mole) de lessive de 
sonde k 30%. Apres addition, le melange est maintenu a une temperature voisine de 
20°C et agite pendant 5 heures. On ajoute 1,8 g de NaCl et on neutralise la solution 
par ajout dHCl a concentre (volume final de la solution environ 18 ml). Le melange 
est transvase dans un erlenmeyer de 100 ml et 46 ml de methanol sont ajoutfe. On 

30 observe la formation d'lm precipite jaune. L'agitation est alors arret^e et on laisse 
sedimenter la suspension pendant 12 heures a une temperature voisine de 20^C. Le 
sumageant est ensuite preleve puis ecarte (52 ml). Sxn: le pr6cipite sedimente (aspect 
de bouillie jaune), on ajoute 25 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On 
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laisse re-sedimenter le pr6cipit6 1 heure environ. Le sumageant est preleve et 6cart6 
(27 ml). Sur le pr^cipite sedimente, on ajoute 25 ml de methanol et on agite pendant 1 
heure environ. Le precipit6 en suspension est ensuite filtr6 sur Verre Fritte 4. Le 
gateau obtenu est ensuite lave par 2 fois 10 ml de mdthanol. Le solide humide est 
5 essore puis s6ch6 sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. 
Apr6s 3 heures de s6chage, on obtient 0,42 g d'heparine depolymerisee brute (sel de 
sodium). Le rendement obtenu est de 45,6 %. 

Purification : 

Dans un erlenmeyer de 10 ml, on introduit 0,42 g d'hdparine depolymdris^e brute 

10 obtenue precedemment et 3,8 ml d'eau distillee. Le melange est port^ k 38°C sous 
agitation magnetique. Par addition de sonde a 0,1 mole/1, on porte le pH entre 9 et 10 
et on ajoute 25 microlitres d'une solution aqueuse de peroxyde dliydrogene h 30%. 
Apr^ environ 2 heures 30 minutes d'agitation, on ajoute 0,5 g de chlorure de sodium. 
Le melange est ensuite neutralise par ajout dUCl k 0,1 mole/1. La solution est ensuite 

15 filtrde et tranvasee dans un erlenmeyer de 25 ml. On coule 11,3 ml de methanol. On 
observe la formation d*un precipite blanc. L'agitation est alors arretee et on laisse 
s6diraenter la suspension pendant 12 heures a une temperature voisine de 20°C. Le 
sumageant est ensuite pr61ev6 puis 6cart6 (9,8 ml). Sur le precipite sedimente (aspect 
de bouiUie), on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 15 minutes. On laisse re- 

20 s6dimenter le precipite 3 heures environ. Le siimageant est preleve et ecarte (6,2 ml). 
Sur le precipite s6diment6, on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 
20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite fQtre sur Verre Fritte 3. Le gateau 
blanc obtenu est ensuite lave par 2 fois 5 ml de methanol. Le solide hiunide est essore 
puis seche sous pression r6duite (2,7 kPa), k une temperature voisine de 60*'C. Apres 

25 environ 2 heures 20 minutes de sechage, on obtient 0,39 g d'heparine depolymerisee 
pure (sel de sodiirai). Le rendement obtenu est de 92,8%. 

Les caracteristiques de ITidparine d6polym6risde ainsi obtenue sont les suiyantes : 

Poids mol6culaire moyen : 1950 daltons 

Activite anti-Xa : 1 15,6 Ul/mg 

30 Activity anti-Ha : <2UI/mg 

Rapport activite anti-Xa/activit6 anti-IIa : > 57 
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EXEMPLE7 

D6polymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans vox reacteur A de 400 ml, on introduit 140 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 20 g (0,0119 mole) d'ester benzylique dlieparine (taux 
5 d'esterification : 77%, sel de benz^thonium) obtenu comme d6crit dans Texemple A. 
Apres dissolution complete, on mesure la teneur en eau du milieu reactionnel par la 
methode de Karl Fisher. La valeur obtenue est de 0,1% d*eau. On ajoute alors 3,5 ml 
(0,0121 mole) de 2-tert-butylimiDO-2-diethylamino-l,3-dimethyl-perhydro-l,3,2- 
diazaphosphorine. A une temperature voisine de 25°C, on laisse la reaction se 

10 poursuivre pendant environ 24 heijres. Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un 
erlenmeyer B, une solution de 30 g d'acetate de sodium dans 300 ml de methanol. 
Sous agitation magnetique, la moiti6 du melange r6actioimel du reacteur A est coule 
dans la solution methanolique d'ac6tate de sodium. Un pr6cipit6 jaune gelatineux 
quasi-translucide apparait. L'agitation est maintenue pendant une heure et on laisse 

15 decanter la suspension pendant environ 12 heures a 4°C. La partie limpide du 
sumageant est pr61ev6e et 6cart6c (220 ml). Sur le precipite sedimente (aspect de 
bouillie jaune), on ajoute 220 ml de m6thanol et on agite pendant 50 minutes. On 
laisse re-sedimenter le precipite 40 minutes environ. Le sumageant est pr6leve et 
ecart6 (204 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 204 ml de methanol et on agite 

20 pendant 40 minutes. Le precipite gelatineux en suspension est ensuite filtre sur Verre 
Fritte 3. Le gateau gelatineux jaune obtenu est ensuite lave par 2 portions de 100 ml 
de methanol. Le solide gelatineux est essore puis s6ch6 sous pression reduite (2,7 
kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres environ 12 heures de sechage, on 
obtient 2,6 g d'heparine d6polym6ris6e (ester de benzyle, sel de sodium). Le 

25 rendement obtenu est de 70,6 % (calcule sur la base de la moiti^ du milieu reactionnel 
traite). 

Saponification : 

On saponiiBe 2,6 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
precedemment obtenue selon le procede de saponification decrit dans I'exemple 1. On 
30 obtient 1,48 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en heparine depolymerisee 
brute (sel de sodium) est de 62,9%. 

Purification : 
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Dans un erlenmeyer de 50 ml, on introdiiit 1,48 g d'h^parine depolymerisee brute 
obtenue prec6demment et 15 ml d'eau distillee. Le melange est port6 k 40°C sous 
agitation magnetique. Par addition de sonde a 1 mole/1, on porte le pH entre 9 et 10. 
La solution est filtree sur une membrane fitrante de porosity 1 jam. On ajoute ensuite 
5 76 microHtres d'une solution aqueuse de peroxyde d*hydrog6ne k 30%. Apres environ 
2 heures d'agitation, on ajoute 1,5 g de chlorure de sodium. Le melange est ensuite 
neutralist par ajout dUCl a lmole/1. La solution est filtr6e sur ime membrane fitrante 
de porosity 1 ^m. On coule 38 ml de methanol. On observe la formation d'un 
precipite blanc. L'agitation est alors arretee et on laisse sedimenter la suspension 

10 pendant 1 heures a une temperature voisine de 20°C. Le sumageant est ensuite 
preleve puis ecarte (37 ml). Sur le precipite, on ajoute 37 ml de methanol et on agite 
pendant 45 minutes. On laisse re-sedimenter le precipit6 45 minutes environ. Le 
sumageant est pr61eve et ecart6 (34 ml). Sur le precipite sediment^, on ajoute 34 ml 
de methanol et on agite pendant 15 minutes. Le precipite en suspension est ensuite 

15 filtre sur Verre Fritte 3. Le gateau blanc obtenu est ensuite lave par 2 fois 25 ml de 
methanol. Le solide humide est essore puis s6che sous pression reduite (2,7 kPa), a 
une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de s6chage, on obtient 1,29 g 
d'heparine depolym6ris6e pure (sel de sodium), Le rendement obtenu est de 87,2%. 

L'htparine d6polym6risee purifi6e (sel de sodium) obtenue pr6sente les 
20 caract6ristiques suivantes : 

Poids moleculaire moyen : 2250 Daltons 

Activite anti-Xa : 149 ,6 Ul/mg 

Activite anti-Ha : 0,85 Ul/mg 

Report activite anti-Xa/activit6 anti-IIa : 176 



25 
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REVENDICATIONS 

1 - Melanges de polysaccharides sulfates poss6dant la structure generaie des 
polysaccharides constitutifs de llieparine et presentant les caract^ristiques suivantes : 

- ils ont un poids moleculaire moyen de 1500 k 3000 daltons, une activity anti-Xa de 
5 100 ^ 150 Ul/mg, une activite anti-Ha de 0 ^ 10 XJVmg et un rapport activite anti- 

Xa/activit^ anti-IIa superieur i 10, 

- les polysaccharides constitutifs des melanges contiennent 2 a 26 motifs 
saccharidiques et ont un motif acide glucuronique-4,5 insaturd 2-O-sulfete a Vxme de 
leurs extr6mit6s, 

1 0 sous forme d'un sel de metal alcalin ou alcalinoterreux. 

2- Melanges selon la revendication 1 caracterise en ce que Tactivite anti Xa est 
comprise entre 125 et 150 Ul/mg 

3- Melanges selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que Tactivit^ anti Xa est 
comprise entre 140 et 150 Ul/mg et le poids moleculaire moyen est compris entre 

15 2000 et 3000 dalton 

4 - Melanges selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 sous forme de sel de 
sodium, de potassium, de calcium ou de magnesium. 

5 - Melanges selon I'une quelconque des revendications 1^4 ayant une activite anti- 
Ha de 0 ^ 5 Ul/mg. 

20 6 - Melanges selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 presentant un rapport 
activite anti-Xa/activite anti-Ha superieur a 25. 

7 - Procede de preparation des melanges de la revendication 1 caracterise en ce que 
Ton depolym^rise un sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de Theparine 
en milieu organique, au moyen d'une base organique forte de pka superieur k 20 ou 
25 d'imidazolate de sodium, transfonne le sel d'ammonium quatemaire de Tester 
benzylique de Theparine d^polymerisee en sel de sodium, s^onifie Tester et 
eventuellement purifie le produit 
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8 - Proc6de selon la revendication 7 poiir lequel le sel d'ammonium quatemaire de 
Tester benzylique de rh6parme est le sel de benzethonium, de cetylpyridinium ou de 
c^tyltrimethylammonium. 

9 - Procede selon la revendication 7 pour lequel la base organique forte de pka 
5 superieur a 20 est choisie panni le l,5,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene, la 2-tert- 

butylinuno-2-diethylamino-l,3-dimethylperbydro-13,2-dia2aphosphorine les bases 
de la &mille de la guanidine et des phosphazdnes, 

10 - Procede selon la revendication 9 pour lequel les bases de la famille des 
guanidines sont celles de fonnule : 



10 



R5^ /R2 

I I 
R4 R3 



dans laquelle Rj est hydrogene ou alkyle, R2, R3, R4 et R5 identiques ou differents 
representent chacun un radical alkyle, les radicaux alkyle ayant 1 a 6 atomes de 
carbone en chame droite ou ramifiee. 

11 - Procede selon la revendication 10 pour lequel Ri est hydrogene et R2, R3, R4 et 
15 Rs sont des radicaux methyle. 

12 - Proced6 selon la revendication 9 pour lequel les bases de la famille des 
phosphaz^nes sont celles de fonnule : 

R3 

R2 — 
R1 — N=:P— N— R5 
U — R6 

R7 

dans laquelle les radicaux Ri a R7 sont identiques ou differents et representent des 
20 radicaux. alkyle contenant 1 a 6 atomes de carbone, en chaine droite ou ramifiee. 

13 - Procede selon Tune des revendications 7 ^ 12 pour lequel le report en mole base 
organique forte de pka superieur a 20 ou imidazolate de sodium/sel d'anamonium 
quatemaire de Tester benzylique de ITieparine est compris entre 0,2 et 5. 
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14 - Precede selon 1*1106 des revendications 7 a 13 pour lequel le sel d'ammonium 
quatemaire de Tester benzylique de ITieparine a un taux d'esterification compris entre 
50etl00%. 

15 - Precede selon Tune des revendications 7 k\4 pour lequel la transformation du sel 
5 d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de Th^parine d6polym6risee en sel de 

sodium est effectu6e par traitement du milieu r^actionnel avec une solution alcoolique 
d'ac^tate de sodium. 

16 - Procede selon Tune des revendications 7 ^ 15 pour lequel la saponification 
s'efFectue au moyen d'un hydroxyde de metal alcalin. 

10 17 - Precede selon I'une des revendication 7 16 pour lequel la purification s'effectue 
au moyen de peroxyde d'hydrogene. 

18 — Melanges tels que definis a l*ime quelconque des revendications 1 ^ 6 a titre de 
medicaments . 

19 - Melanges tels que d6finis a Tune quelconque des revendications 1 a 6 a titre de 
15 medicaments antithrombotiques 

20 - Compositions pharmaceutiques comprenant en tant que principe actif im melange 
selon Tune des revendications 1^6. 
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